细胞自噬是细胞利用溶酶体内水解酶对细胞内受损、变性的蛋白质及衰老的细胞器进行消化降解的过程，从而获得细胞代谢所需的能量和某些细胞器的更新，以部分细胞质和细胞器被双层膜结构包裹后形成的自噬体为特点。自噬与肿瘤的发生、转移、耐药、死亡等息息相关[@b1]--[@b2]，自噬与血液系统多种肿瘤的发生、耐药及复发的关系密切[@b3]。丙戊酸钠是口服方便耐受性好的抗癫痫药物，越来越多的研究表明其具有抗肿瘤活性[@b4]--[@b6]。近年来将其作为一种分子学工具用于肿瘤的研究。在本研究中我们采用丙戊酸钠作用于多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）细胞株RPMI8226及U266细胞，以探讨MM细胞的自噬现象以及丙戊酸钠对其自噬的影响。

材料与方法 {#s1}
==========

1．材料和试剂：RPMI8226及U266细胞购自上海中美合资博慧斯生物医药科技有限公司。丙戊酸钠（规格每瓶25 g，批号P4543）及兔抗人LC3、Beclin1单克隆抗体购自美国Sigma公司。TRIzol试剂购自天津福德士科技有限公司；反转录试剂盒及引物均为美国Invitrogen公司产品。凋亡试剂盒为美国BD公司产品。β-actin单克隆抗体与羊抗兔二抗为美国KPL公司产品。实时定量PCR仪为美国Roche公司产品。DYY-6C电泳仪为北京六一生物科技有限公司产品。

2．细胞培养：RPMI8226及U266细胞培养于含青霉素（100 U/ml）、链霉素（100 g/ml）的10％胎牛血清的RPMI1640培养基中，置于饱和湿度、37 °C、5% CO~2~培养箱中常规传代培养，取对数生长期细胞用于后续实验。

3．吖啶橙染色荧光显微镜下观察细胞自噬现象：取对数生长期细胞，以8×10^4^个/ml密度接种于24孔板内。根据预实验结果，实验分为4组：空白对照组，8 µg/ml氯喹组（阴性对照组），250 nmol/L雷帕霉素组（阳性对照组），8 mmol/L丙戊酸钠组。孵育24 h后，弃培养液，加入2 mg/ml吖啶橙室温避光孵育2 min，置于荧光显微镜下观察、摄片。

4．MTT法检测丙戊酸钠对细胞增殖的影响：取对数生长期细胞，以每孔8×10^3^个细胞接种于96孔板内，实验分为空白对照组及2、4、8 mmol/L丙戊酸钠处理组，置于37 °C培养箱培养相应时间后，每孔加入5 mg/ml的MTT溶液，培养4 h后每孔加入三联裂解液（100 g/L SDS+ 50 g/L异丁醇＋10 mol/LHCL）100 µl, 37 °C孵育过夜，在酶标仪上测定490 nm处吸光度（*A*）值，按下列公式计算细胞抑制率（CIR）。$$\text{CIR}(\%) = (1 - A_{处理组}/A_{对照组}） \times 100\%$$

5．流式细胞术检测细胞凋亡：取对数生长期细胞，以每孔8×10^4^个细胞接种于24孔板，实验分组同MTT法，培养6、12、24 h后收集细胞，冷PBS洗涤2次，用1×结合液调节细胞密度为1×10^6^个/ml，取100 µl细胞悬液于5 ml流式细胞管中，加入FITC Annexin Ⅴ5 µl，孵育30 min后加入碘化丙锭染液5 µl, 15 min后加入1×结合液400 µl，1 h内上流式细胞仪检测，采用Cellquest 1.2分析软件分析结果。

6．实时定量PCR法检测LC3、Beclin1 mRNA的表达水平：实验分组同MTT法，培养24 h后收集细胞；并以8 mmol/L丙戊酸钠分别处理3、6、12、24 h后收集细胞。用TRIzol提取液提取总RNA，按照反转录试剂盒说明书合成cDNA。LC3引物序列：上游：5′-CTGTTGGTGAACGGACACAG-3′，下游：5′-ACAATTTCATCCCGAACGTCT-3′；Beclin1引物序列：上游：5′-TGAGGGATGGAAGGGTCTAA-3′，下游：5′-CCTGGGCTGTGGTAAGTAATG-3′；β-actin引物序列：上游：5′-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3′，下游：5′-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3′。以cDNA为模板，分别用目的基因LC3、Beclin1引物和内参基因β-actin引物对目的片段进行扩增，经预变性、变性、退火及延伸等步骤，绘制熔解曲线，读取CT值。以2^−ΔΔCT^计算实验结果。

7．Western blot法检测LC3、Beclin1蛋白的表达：实验分组同MTT法。收集各组细胞，用组织快速裂解液裂解细胞后提取总蛋白质，用二喹啉甲酸（BCA）法测定蛋白浓度。取50 µg蛋白行120 g/L、50 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转移至PVDF膜上，用50 g/L脱脂奶粉溶液室温封闭2 h后，加入兔抗人LC3、Beclin1、β-actin一抗（4 °C摇床过夜），室温下洗膜3次，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗孵育2 h，室温下洗膜，电化学发光超敏发光液显影，暗室曝光。采用成像系统进行蛋白表达检测，以LC3、Beclin1与β-actin条带的吸光度比值表示LC3、Beclin1蛋白相对表达水平。

8．统计学处理：每组设3个复孔（MTT法设5个复孔），每个实验重复3次。数据以*x*±*s*表示，采用SPSS 19.0软件进行统计学分析。多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用LSD-*t*检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．丙戊酸钠对细胞自噬的影响：不同药物处理RPMI8226及U266细胞24 h后，荧光显微镜下观察显示：空白对照组细胞内均可见呈弥散分布的嗜酸性棕红色囊泡；氯喹组可见散在分布的嗜酸性棕红色囊泡；雷帕霉素组和丙戊酸钠组细胞内均可见大量成簇分布的嗜酸性棕红色囊泡。结果表明MM细胞存在基础水平的自噬现象，丙戊酸钠能够诱导MM细胞自噬的增多，是一种自噬激活剂（[图1](#figure1){ref-type="fig"}、[2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![荧光显微镜下观察不同药物作用RPMI8226细胞24 h后细胞中自噬体的变化（吖啶橙染色，自噬体呈棕红色囊泡）\
A：空白对照组；B：氯喹组；C：雷帕霉素组；D：丙戊酸钠组](cjh-37-06-478-g001){#figure1}

![荧光显微镜下观察不同药物作用U266细胞24 h后细胞中自噬体的变化（吖啶橙染色，自噬体呈棕红色囊泡）\
A：空白对照组；B：氯喹组；C：雷帕霉素组；D：丙戊酸钠组](cjh-37-06-478-g002){#figure2}

2．MTT法检测丙戊酸钠对细胞增殖的影响：与对照组相比，同一时间点，不同浓度丙戊酸钠处理RPMI8226、U266细胞，细胞增殖均受到抑制（*P*值均\<0.05），且随着丙戊酸钠处理浓度的增加，细胞增殖抑制率逐渐升高，差异有统计学意义（*P*值均\< 0.05）。同一浓度作用下，处理时间的不同，细胞增殖抑制率变化不明显，但随着处理时间延长至24 h，细胞增殖抑制率增加，差异有统计学意义（*P*\< 0.05）。丙戊酸钠处理RPMI8226和U266细胞的半数抑制浓度（IC~50~）值分别为（12.03±0.23）mmol/L和（10.16±0.37) mmol/L（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![MTT法检测不同浓度丙戊酸钠处理不同时间对RPMI8226细胞（A）和U266细胞（B）增殖的影响（每组设5个复孔，每个实验重复3次）\
A：RPMI8226细胞；B：U266细胞](cjh-37-06-478-g003){#figure3}

3．流式细胞术检测丙戊酸钠对细胞凋亡的影响：结果显示8 mmol/L丙戊酸钠作用3、6、12、24 h后，RPMI8226细胞的凋亡率分别为2.4%、7.3%、9.9％和15.7%，U266细胞的凋亡率分别为3.3%、5.7%、13.6％和25.5%。

4．实时定量PCR及Western blot法检测丙戊酸钠对细胞LC3及Beclin1表达的影响：不同浓度丙戊酸钠处理RPMI8226细胞24 h，结果显示随着丙戊酸钠浓度的增加，LC3、Beclin1 mRNA和蛋白的表达水平逐渐增加，差异均有统计学意义（*P*值均\< 0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}），且LC3Ⅰ向LC3Ⅱ的转化增加（[图4A](#figure4){ref-type="fig"}）。

###### 实时定量PCR法检测不同浓度丙戊酸钠处理24 h对RPMI8226、U266细胞自噬相关因子表达的影响（*x*±*s*）

  组别             RPMI8226细胞       U266细胞                                                                                               
  ---------------- ------------------ ---------------- ----------------- ---------------- ---------------- ---------------- ---------------- ----------------
  对照组           1.00±0.00          2.29±0.02        1.00±0.00         0.55±0.01        1.00±0.00        1.42±0.01        1.00±0.00        0.29±0.01
  丙戊酸钠处理组                                                                                                                             
   2 mmol/L        23.08±1.96^a^      3.60±0.03^a^     5.38±0.21^a^      2.36±0.02^a^     0.60±0.01^a^     2.44±0.01^a^     0.07±0.01^a^     0.45±0.01^a^
   4 mmol/L        174.34±3.80^ab^    4.99±0.12^ab^    13.86±0.12^ab^    4.95±0.06^ab^    1.24±0.01^ab^    2.64±0.03^ab^    0.17±0.01^ab^    0.84±0.02^ab^
   8 mmol/L        283.09±17.3^abc^   7.73±0.18^abc^   22.45±0.07^abc^   9.96±0.11^abc^   1.53±0.01^abc^   2.97±0.02^abc^   0.60±0.02^abc^   1.17±0.06^abc^

注：a：与对照组比较，*P*\<0.05; b：与2 mmol/L丙戊酸钠处理组比较，*P\<*0.05；c：与4 mmol/L丙戊酸钠处理组比较，*P\<*0.05；每组设3个复孔，每个实验重复3次

![Western blot法检测不同浓度丙戊酸钠处理24 h对RPMI8226细胞（A）和U266细胞（B）蛋白表达的影响\
1：空白对照组；2：2 mmol/L丙戊酸钠处理组；3：4 mmol/L丙戊酸钠处理组；4：8 mmol/L丙戊酸钠处理组](cjh-37-06-478-g004){#figure4}

不同浓度丙戊酸钠处理U266细胞24 h，结果显示随着丙戊酸钠浓度的增加，LC3、Beclin1 mRNA和蛋白的表达水平逐渐增加，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}），且LC3Ⅰ向LC3Ⅱ的转化增加（[图4B](#figure4){ref-type="fig"}）。随着处理时间延长，LC3、Beclin1 mRNA及蛋白的表达量呈现先增加后减少的变化，处理12 h时表达量最高，差异有统计学意义（*P*值均\< 0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 实时定量PCR法检测8 mmol/L丙戊酸钠处理不同时间对RPMI8226、U266细胞自噬相关因子表达的影响（*x*±*s*）

  组别             RPMI8226细胞      U266细胞                                                                                      
  ---------------- ----------------- -------------- --------------- -------------- --------------- --------------- --------------- ---------------
  对照组           1.00±0.00         0.21±0.01      1.00±0.00       0.33±0.01      1.00±0.00       0.39±0.01       1.00±0.00       0.03±0.00
  丙戊酸钠处理组                                                                                                                   
   3h              1.68±0.22^a^      0.40±0.01^a^   2.36±0.18^a^    0.44±0.02^a^   0.01±0.00^ab^   0.51±0.02^ab^   0.01±0.00^ab^   0.08±0.01^ab^
   6h              2.79±0.20^a^      0.59±0.03^a^   2.46±0.12^a^    0.70±0.02^a^   0.57±0.03^ab^   0.62±0.01^ab^   0.13±0.01^ab^   0.17±0.01^ab^
   12 h            5.77±0.21^a^      1.12±0.02^a^   2.62+0.27^a^    1.08±0.04^a^   1.88±0.08^a^    1.26±0.02^a^    0.86±0.08^a^    0.47±0.02^a^
   24 h            283.09±17.30^a^   1.63±0.06^a^   22.45±0.07^a^   1.48±0.03^a^   1.53±0.01^ab^   0.71±0.03^ab^   0.60±0.02^ab^   0.20±0.01^ab^

注：a：与对照组比较，*P*\<0.05; b：与12 h处理组比较，*P*\<0.05；每组设3个复孔，每个实验重复3次

讨论 {#s3}
====

近年来随着对MM发病机制研究的深入，发现细胞自噬有可能参与MM的发生，但其具体的机制仍不清楚[@b7]。细胞自噬是通过溶酶体对细胞内成分进行分解代谢的过程，低水平的自噬，易在细胞饥饿及DNA、细胞器受损的状态时被激活，通过降解过多的或受损的细胞内成分而对细胞起保护性作用，高水平的自噬会引起细胞自噬性死亡[@b8]--[@b9]。近十年来关于自噬的研究成为热点，研究过程中发现自噬与肿瘤的关系十分密切，自噬与MM关系的研究亦受到人们的关注。

丙戊酸钠是一种耐受性良好的抗癫痫药，越来越多的研究发现其具有抗肿瘤活性，主要通过促进分化、诱导凋亡、使细胞周期阻滞、抑制血管新生及对自噬活性的调节等发挥作用[@b4]--[@b6]。在本研究中我们首先通过荧光显微镜观察到吖啶橙染色的MM细胞中存在弥散分布的嗜酸性棕红色囊泡，证实MM细胞内存在基础水平的自噬，Yang等[@b10]也发现MM细胞自噬水平高于正常浆细胞；丙戊酸钠处理后MM细胞内可见大量嗜酸性棕红色囊泡且成簇分布，与雷帕霉素处理后相似，表明丙戊酸钠和雷帕霉素一样可以激活细胞的自噬，是一种自噬激活剂，这与Hoang等[@b11]的报道一致。我们前期的研究结果显示丙戊酸钠处理MM细胞24 h至72 h时，细胞增殖抑制作用具有时间及浓度依赖性[@b12]。

在本研究中我们的结果显示12 h内丙戊酸钠对RPMI8266和U266细胞增殖抑制作用不明显，可能有两方面原因：一是药物作用时间短，药物发挥疗效需要时间；二是药物对MM细胞刺激，诱导了MM细胞基础水平自噬的增强，通过清除受损或老化的细胞器，使长寿命蛋白和蛋白复合体得到重复利用，保护细胞适应不利环境得以存活。同时我们的实验结果显示24 h时细胞增殖抑制作用明显增强，其可能因素包括：①自噬过度引起了自噬性细胞死亡，低水平自噬可降解多余或受损的细胞器，起着保护性作用，但高水平的自噬能够引起细胞死亡。何时以及如何引起自噬的转化引起自噬功能的转化是现如今研究的热点[@b13]--[@b14]；②丙戊酸钠激活了MM凋亡，自噬与凋亡同属于程序性细胞死亡，两者之间的关系错综复杂，有文献报道丙戊酸钠可通过激活凋亡途径促进肿瘤细胞的死亡[@b15]。随着浓度的增加，丙戊酸钠对MM细胞增殖抑制作用逐渐增强，差异有统计学意义（*P*\<0.05）。Kaiser等[@b16]的研究结果也显示丙戊酸钠能够抑制MM细胞增殖并呈剂量依赖性。

细胞自噬以自噬体的形成为特点，自噬相关因子Beclin1和LC3在自噬体的形成及成熟阶段发挥着重要的调控作用，自噬激活时，Beclin1表达通常是增加的，LC3有两种形式即LC3Ⅰ和LC3Ⅱ[@b17]--[@b18]，LC3的相互转化特性被用来检测自噬活性[@b19]，其中LC3Ⅱ是自噬体的特征性标志。我们采用实时定量PCR及Western blot法分别从mRNA和蛋白水平对RPMI8226、U266细胞中自噬相关因子LC3、Beclin1的表达进行了检测，结果显示在RPMI8226细胞中随着丙戊酸钠浓度的增加和处理时间的延长，自噬相关因子Beclin1及LC3 mRNA及蛋白表达水平呈时间和浓度依赖性；在U266细胞中随着丙戊酸钠浓度的增加，LC3、Beclin1 mRNA和蛋白的表达水平逐渐增加，随着处理时间延长，LC3、Beclin1 mRNA及蛋白的表达水平呈现先增加后减少的变化，处理12 h时表达量最高。Dong等[@b20]报道丙戊酸钠能够诱导伯基特淋巴瘤白血病期细胞的自噬。Xu等[@b6]发现丙戊酸钠能够激活甲状腺癌细胞的自噬，且具有浓度依赖性。与我们的结果报道相似。而自噬在两种细胞株出现的时间不同，分析原因可能有两方面：一是细胞株本身存在差异导致自噬水平不一样，但关于这方面未见文献报道，还有待进一步研究；二是检测的时间短，在短时间内药物在两细胞株中的作用未能达成一致。

自噬是一把双刃剑，它可以保护肿瘤细胞抵抗缺血、缺氧及放化疗的杀伤作用，又可以导致肿瘤细胞发生自噬性细胞死亡，丙戊酸钠能够激活MM细胞的自噬，为MM的治疗提供了新思路。
